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RESUMEN

Objetivo: Demostrar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de la semilla
de Caesalpinia spinosa (Tara) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Método: La investigacion presenta un enfoque cuantitativo basado en las variables
en estudio, ademas es prospectivo y de corte transversal, con disefio experimental
gue busca determinar la causalidad de las variables, la poblacién estuvo constituida
por especie vegetal Caesalpinia spinosa (Tara) obtenida en el caserio Tambillo, del
distrito de Chancay Bafos de la provincia de Santa Cruz, departamento de
Cajamarca, de la cual se trabaj6é con 4 kilogramos de vainas de Caesalpinia spinosa
(Tara) de la cual se extrajeron 1350 gramos de semillas como muestra, el extracto
de las semillas se obtuvo por medio de maceracion con etanol, el efecto inhibitorio
del extracto se demostr6 mediante la técnica de difusion en pozo, posteriormente
se empleo estadistica inferencial para demostrar la hipétesis del estudio con un
nivel de confianza del 95%.

Resultados: Los metabolitos secundarios encontrados fueron flavonoides, taninos
y alcaloides; se obtuvieron halos de inhibicion de 13,47+0,38mm para el extracto
etandlico de tara al 50%, de 15,09+0,39mm para el extracto etandlico de tara al
75% y de 15,42+0,29mm para el extracto etandlico de las semillas de tara al 100%;
el ciprofloxacino present6 halo de inhibicion de 25,75+0,46mm y el etanol de
6,23+0,27mm. Se observé diferencias significativas entre los extractos y el
ciprofloxacino mediante el analisis estadistico, siendo mayor el efecto inhibitorio en
el ciprofloxacino.

Conclusion: Se logré demostrar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico
de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) a las concentraciones del 50%, 75% y
100% sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Palabras clave: Caesalpinia spinosa, Staphylococcus aureus, efecto inhibitorio,

extracto etandlico.



ABSTRACT

Objective: To demonstrate the in vitro inhibitory effect of the ethanolic extract of the

Caesalpinia spinosa (Tara) seed on Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Method: The research presents a quantitative approach based on the variables
under study, it is also prospective and cross-sectional, with an experimental design
that seeks to determine the causality of the variables, the population consisted of the
plant species Caesalpinia spinosa (Tara) obtained in the Tambillo farmhouse, in the
district of Chancay Bafios in the province of Santa Cruz, department of Cajamarca,
of which we worked with 4 kilograms of pods of Caesalpinia spinosa (Tara) from which
1350 grams of seeds were extracted as a sample, the extract of the seeds were
obtained by maceration with ethanol, the inhibitory effect of the extract was
demonstrated by the well diffusion technique, later inferential statistics were used to
demonstrate the hypothesis of the study with a confidence level of 95%.

Results: The secondary metabolites found were flavonoids, tannins and alkaloids;
Inhibition halos of 13.47+0.38mm were obtained for the ethanolic extract of 50% tara,
15.09+0.39mm for the ethanolic extract of 75% tara and 15.42+0.29mm for the 100%
ethanolic extract of tara seeds; ciprofloxacin presented an inhibition zone of
25.75+0.46mm; and ethanol of 6.23+0.27mm, significant differences were observed
between the extracts and ciprofloxacin by means of statistical analysis, the inhibitory

effect being greater in ciprofloxacin.

Conclusion: It was possible to demonstrate the inhibitory effect in vitro of the
ethanolic extract of the seed of Caesalpinia spinosa (Tara) at concentrations of 50%,
75% and 100% on Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Keywords: Caesalpinia spinosa, Staphylococcus aureus, inhibitory effect, ethanolic

extract.
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|. INTRODUCCION

La resistencia bacteriana es una facultad de las bacterias donde logran
multiplicarse en concentraciones terapéuticas de farmacos que son en su
mayoria inhibidores de la misma especie o iguales a la concentracion maxima
alcanzable durante el uso terapéutico. EI aumento de bacterias resistentes
genera un problema de salud publica creciente que se relaciona estrechamente
con el uso incorrecto de los antibidticos. Aunque los antimicrobianos se
encuentran entre los agentes mas utilizados en la medicina moderna,
aproximadamente el 50 % de los antimicrobianos recetados se consideran
innecesarios. Este uso excesivo responderia como uno de los factores que

generan la resistencia a los antimicrobianos??.

Staphylococcus aureus, es una bacteria anaerobia facultativa, segun
investigaciones declaradas por la Organizaciéon Mundial de la salud (OMS-2017)
se encuentra como un microorganismo multirresistente de prioridad elevada,
originado infecciones desde no graves hasta infecciones que comprometen la
vida del paciente. Ademas, la OMS, reconocié a Staphylococcus aureus como
una super bacteria que arrasa los 700 mil fallecidos en todo el planeta y realizé
un calculo donde facilmente en el afio 2050 Staphylococcus aureus podria ser la

primera causa de muerte en la poblacién®.

Por otro lado, en un Hospital de Cuba, se informé que habia una cifra alta de
contagios por un determinado patdgeno, razon por la cual se hicieron

aislamientos encontrandose que Staphylococcus aureus viene siendo resistente
por tres afios consecutivos, con cifras que superan el 70%, otro informe también
relatd que el hospital Cienfuegos de Cuba presentd un 52.2% de aislamientos
pertenecientes a la misma cepa resistente, afladiendo que estas cepas afectan
mas a los pacientes hospitalizados que se encuentran en la unidad de cuidados

intensivos®.

A nivel nacional, se reporté que en la Universidad de Ricardo Palma de Lima se
tomaron muestras a los alumnos sanos portadores de Staphylococcus aureus,
donde més del 80% fueron resistentes a los betalactdmicos y sélo el 10% fueron
sensibles a algunos antibioticos. Por su parte, el hospital Cayetano Heredia

inform6 que el 46% de aislamientos corresponden a Staphylococcus aureus
11



resistente a la meticilina (MRSA) y el 2.6% corresponde a cepas de MRSA

adquiridas en la comunidad®®.

Por esta razén, el proposito de la presente investigacion sera demostrar el efecto
inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (TARA) sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 .

Dentro del marco tedrico definiremos las siguientes variables: La "tara" de
nombre cientifico Caesalpinia spinosa pertenece a la familia Fabaceae, su fruto
es una vaina y de acuerdo a sus bordes adopta la forma oblonga, sutilmente
falcada; su fruto maduro o seco tiene una apariencia globosa en cada semilla o
aplanada, antes de que alcance su madurez la vaina presenta pelos glandulares,
su coloracion varia en tonos rojos, anaranjado rojizo y crema; sus semillas

maduras o secas tienen formas ovaladas o romboides de coloracién marrén o

12



gris. Las semillas de la tara se muelen y se exportan para extraer el acido tanico,
componente muy utilizado en la industria farmacéutica, también es usado como

una goma espesante en la industria alimentaria’.

El género Staphylococcus son bacterias de forma esférica grampositivas que se
encuentran microscopicamente formando racimos parecidos al de las uvas. En
la toma de muestras provenientes de la nariz y la piel de humanos normales
siempre esta presente el género Staphylococcus. En 1884, Rosenbach
describi6 los dos tipos de colonias pigmentadas pertenecientes a
Staphylococcus y propuso la nomenclatura adecuada: Staphylococcus aureus

(colonias amarillas) y Staphylococcus albus (colonias blancas)?.

Los estafilococos tienen una propension a desarrollar resistencia a los
antibidticos con relativa rapidez. La mayoria de los estafilococos ya no son
susceptibles a los efectos de las penicilinas solas, porque las bacterias producen

enzimas o penicilinasas que inactivan a muchos de esos farmacos®.

Dentro de los antecedentes internacionales mencionaremos a Ledn M. et al
(2021), quienes publicaron el articulo “Actividad antifungica de compuestos
fendlicos de tara (Caesalpinia spinosa) frente a Fusarium graminearum” con el
objeto de determinar in vitro la actividad antifiUngica de los compuestos fendlicos
de la tara frente a F. graminearum. Los resultados indicaron que se inhibid el
crecimiento de F. graminearum en un 30 a 70%, por lo tanto, se afirma que el

extracto de tara presenta actividad antifingica frente a F. graminearum?©.

También, Bornaz V. y Bornaz J. (2018), en su estudio determinaron el efecto
inhibitorio de la Caesalpinia spinosa (Tara) sobre la cepa Enterococcus Faecalis.
Para comprobar el efecto inhibitorio aplicaron la técnica microbiolégica de
difusion en disco, donde las placas inoculadas con el extracto fueron incubadas
en un medio de anaerobiosis posteriormente, después de 24 horas se midio el
tamafio de los halos. Los datos obtenidos indicaron que el halo de inhibicion
formado por Caesalpinia spinosa fue de mayor tamafio comparado con el
Hipoclorito de Sodio; también se aplico un Test de Normalidad donde indica que
los datos obtenidos presentan diferencia significativa entre ellos a nivel
estadistico. Se concluyd que la Caesalpinia spinosa presenta efecto

antibacteriano frente al Enterococcus Faecalis superior al Hipoclorito de

13



Sodioll.

Haro A. (2016), realizaron un estudio en laboratorio, de nombre “La eficacia
antibacteriana entre el extracto alcohdlico de Tara 100% e hipoclorito de sodio
5,25% sobre la cepa Enterococcus Faecalis”. Las medidas del diametro de los
halos demostraron que el concentrado de tara y la solucién de hipoclorito de
sodio detienen el crecimiento bacteriano de la cepa Enterococcus Faecalis y el
extracto de tara a una concentracién del 100% presenta un efecto antibacteriano

mayor y constante en comparacion del hipoclorito de sodio al 5,25%?*.

A nivel nacional citaremos a Delgado E. et al (2021) en su investigacion “Efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandélico de Caesalpina spinosa (TARA) frente
a Streptococcus mutans” con el fin de demostrar su efecto contra dicha bacteria.
En los resultados el extracto de tara a una concentracion del 50% formo un halo
promedio de 23.97mm, al 75% un halo de 24.74mm y al 100% un halo de
26.2mm, demostrando su efecto en todas las concentraciones trabajadas frente

a Streptococcus mutans?3.

Leon F. et al (2019), ellos evaluaron en el laboratorio el estudio de nombre
“Efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa tara
frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027”y compararon su efecto
con la ceftazidima. Los resultados del estudio microbiolégico afirmaron el efecto

antibacteriano de los extractos de tara en diferentes concentraciones, asimismo,
el efecto es mayor si la concentracion del extracto aumenta, razén por la cual el
extracto al 100% form6 un halo de 28mm, no obstante, fue menor que la

ceftazidima que alcanz6 un halo de 42mm?4.

Cano D. et al (2017), en su publicacion “Efecto inhibitorio de la infusion y aceite
esencial de Caesalpinia spinosa (TARA) sobre las cepas de Streptococcus
mutans Puno-2017". Definieron como objetivo determinar el efecto inhibitorio in
vitro de la infusion y esencia aromatica de “Caesalpinia spinosa (TARA)” sobre
Streptococcus mutans. Los resultados de la infusidon de tara mostraron efecto
inhibitorio contra Streptococcus mutans en las concentraciones de 50, 75y 100%
con halos de 14.20mm, 16.57mm y 17.11mm a las 24 horas y el aceite de tara
mostré halos de hasta 18.09mm, concluyendo que tanto la infusion como el

aceite presentan efecto inhibitorio®.

14



El objetivo principal que se plantea para el estudio en referencia es demostrar el
efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia

spinosa (Tara) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Como hipdtesis general para este estudio, se plantea: El extracto etandlico de
la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) presenta efecto inhibitorio sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

15



ll. MATERIALES Y METODOS

I.1.

11.2.

Enfoque y disefio de la investigacion

El enfoque es cuantitativo, de acuerdo a las variables numéricas de
estudio; prospectivo y transversal porgue la obtencién de datos se realiz6
en un tiempo futuro.

El disefio es experimental, en la medida que las variables fueron
modificadas o manipuladas para determinar su relacion de causalidad
deliberadamente.

Poblacién, muestray muestreo

La poblacion para este estudio comprendié a 4 kilogramos de la especie
vegetal de nombre Caesalpinia spinosa (Tara) la cual fue obtenida en el
caserio Tambillo, del distrito de Chancay Bafios de la provincia de Santa
Cruz, departamento de Cajamarca.

Se seleccion6 de la poblacion total de Caesalpinia spinosa (Tara) las
semillas, las cuales luego de cumplir los criterios de inclusion y exclusiéon
se obtuvoun total de muestra de 1350 gr de semillas, en la obtencién de

la muestra se consideraron los siguientes criterios.

Criterios de inclusion: Las vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) se
recolectaron directamente de la planta, presentaron similar forma y

tamafio, sin signos aparente de contaminaciéon por plagas.

Criterios de exclusion: Corresponder a una especie vegetal similar, ser

de diferente ubicacién geografica, no haber sido identificada previamente.

El muestreo seleccionado en la investigacion fue el no probabilistico, por
conveniencia debido a la facilidad de acceso y disponibilidad del

investigador paraobtener la muestra de estudio®®.

16



[I.3. Variables de investigacion

11.4.

l1.5.

Variable independiente: Extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara).
Definicion conceptual: Sustancia pastosa que contiene los metabolitos
secundarios de Caesalpinia spinosa (Tara)'.

Definicion operacional: Maceracion en etanol de 96° del pulverizado de

las semillas de Caesalpinia spinosa (Tara) por un tiempo determinado.

Variable dependiente: Efecto inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus
aureus.

Definicion conceptual: Disminucion en el crecimiento bacteriano de
Staphylococcus aureus?®®.

Definicion operacional: Medida del diametro del halo de inhibicion.

Técnicas e instrumentos para larecoleccion de datos

Técnicas:

Maceracion: Proceso fisico mediante el cual se facilita la extraccion de los
metabolitos secundarios de la planta al exponer la muestra vegetal con un

solvente?®,

Difusion en pozo: Modificacion de la técnica de Kirby Bauer en disco,
donde se coloca la solucién a analizar en un pocito preparado en el agar

en placas petri®°.
Instrumentos:

Ficha de recoleccion de datos: Registro que permite recolectar los datos

obtenidos de la experimentacion.

Plan metodologico para larecoleccién de datos

Identificacién taxondmica de la muestra vegetal

Se recolectaron dos muestras que representan a la especie vegetal, las
que fueron acondicionadas en cartulina, asi mismo, se tomaron fotos de la
planta y se enviaron al profesional botanico para su respectiva

identificacion y emision del certificado de identificacion botanica respectivo.

17



Recoleccién de la muestra vegetal
Se recolectaron aproximadamente 4 kilogramos de vainas de Caesalpinia
spinosa (Tara) extraidas directamente de la planta, luego fueron colocadas

sobre papel kraft y preparadas para su traslado.

Preparacion de la muestra

Los 4 kilogramos de poblacion una vez en el laboratorio fueron llevadas al
area de lavado y desinfeccion, para lo cual se tratdé con abundante agua
del grifo y posteriormente fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio a
la concentracion de 0.1 %, donde fueron colocadas por 3 minutos, luego
nuevamente fueron lavadas con abundante agua, se colocaron
posteriormente en una mesa a corriente de aire directa bajo sombra hasta
su secado completo por 5 dias, luego se extrajeron 1350 gr. de semillas de
la poblacion seleccionada.

Obtencion de extracto etandlico

Los 1350 gr. de semillas de Caesalpinia spinosa (Tara) fueron colocadas
en la tolva del molino de cuchillas para proceder a pulverizar las semillas
de la planta, el pulverizado fue tamizado con un tamiz Nro. 18 y
posteriormente el tamizado se colocé en un frasco @&mbar y se agregé 800
ml de etanol de 96°, se mezclé bien hasta obtener una solucién

homogénea.

Luego de transcurridos los 10 dias y con agitacion constante por 5 minutos
cada 12 horas se procedi6 a realizar el filtrado del macerado con papel de
filtro Whatman Nro. 01, el filtrado obtenido se llevd a una estufa hasta
evaporacion completa por 12 horas hasta obtener el extracto seco en una

cantidad total de 16,7 gramos?..

El rendimiento obtenido del extracto etandlico de las semillas de
Caesalpinia spinosa (Tara) fue de 1,23%, el cual se calculé a partir de la

siguiente formula:

% de Rendimiento = ﬂxlOO 0 1,23%
1350

18



Activacion de la cepa Staphylococcus aureus

La cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue proporcionada por el
laboratorio de microbiologia Gen Lab. Pera, el cual proporcioné el
certificado de analisis de la cepa.

La activacion de la cepa se realizO en agar Baird Parker, mediante
hisopados directos, luego de reconstituir el liofilizado de la cepa, se llevé a
incubacion a 37 + 0.5°C por un periodo de 24 a 48 horas.

Luego de transcurrido este tiempo se verifico la formacion de las colonias

formadas?.
Preparacion del indculo de trabajo

De las colonias formadas en el procedimiento anterior se retiraron dos a
tres grupos de colonias de la placa formada y se colocaron en un tubo de
10mL de suero fisiolégico, luego se compardé con el tubo de 0.5 del
escalimetro de McFarland, hasta llegar a obtener la misma turbidez, por lo
tanto, se realizaron diluciones sucesivas en suero fisioldgico hasta obtener
la concentracion bacteriana similar a la estandar de McFarland, este altimo

tubo se considero el indculo de trabajo.
Preparacion de tratamientos

El in6culo conteniendo Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue
sembrado en las placas Petri mediante la técnica de hisopado directo en
30 placas con agar Mueller-Hinton, luego se separaron en dos grupos de
placas de 15 cada una, en el grupo 1 se prepararon 3 pocitos de un
diametro de 6mm y en el grupo 2, se prepararon 2 pocitos; en el grupo 1
se identificaron cada pozo con las concentraciones de trabajo de los
extractos (100%, 75% y 50%), donde se colocardn 30uL de cada extracto
respectivamente; en el grupo 2 se colocaron los controles negativo (etanol)
y positivo (ciprofloxacino) en la misma cantidad, luego se llevaron todas las

placas a incubacion por 24 horas.
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1.6.

Recoleccion de datos

Luego de transcurrido este tiempo se retiraron las placas de la incubadora
y se verifico la formacion de los halos de inhibiciéon formados, para
posteriormente realizar la medicion de los halos de inhibicion mediante un

vernier digital.
Procesamiento del analisis estadistico

Los datos recolectados de los diametros de los halos de inhibicion fueron
recolectados en la ficha de recoleccion de datos y procesados mediante el
software estadistico SPSS version 26, con un nivel de confianza del 0.05
mediante el cual se obtuvieron los valores promedio de los halos de
inhibicion para cada grupo de trabajo y la estadistica descriptiva de cada
grupo, asi mismo, se realizaron las pruebas de normalidad vy
homogeneidad de varianzas para posteriormente aplicar las pruebas de
comparacién de ANOVA y Tukey?3.

Il.7. Aspectos éticos

El presente trabajo debido al tipo de estudio experimental in vitro no
necesito de permisos especiales por parte del comité ético, sin embargo,
por el manejo de cepas microbioldgicas con capacidad infectiva se tomaron
en cuenta las medidas de bioseguridad en el manejo de laboratorio de
ensayo y el desecho de material biocontaminados y residuos sélidos

producto de los ensayos experimentales.?425,
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Ill.  RESULTADOS

Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las
semillas de Caesalpinia spinosa “Tara”

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos Secundarios Reactivos Resultado
Quinonas Borntrager -
Compuestos fendlicos FeCls -
Flavonoides Shinoda +
Taninos FeCls +
Alcaloides Dragendorff +

Triterpenos / Esteroides Liebermann Burchard -

Aminoacidos Ninhidrina -
Saponinas Espuma -
Mucilagos -

Tabla 1. Elaboracién propia

Interpretacion:

En la tabla 1 se muestran los metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de las semillas de Caesalpinia spinosa “Tara”, donde se puede observar la
presencia de flavonoides, taninos y alcaloides, como metabolitos secundarios y
carbohidratos como metabolitos primarios.

CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS:

HO: El extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) al 100%, 75% Y
50% no presenta efecto inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

H1: El extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) al 100%, 75% Y

50% presenta efecto inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Tabla 2. Andlisis estadistico de los halos de inhibicion de los grupos experimentales

Diametro del halo de inhibicién

95% Intervalo de confianza para la

Desviacion Error media
N Media estandar estandar Limite Superior  Limite Inferior ~ Minimo Maximo
E. E. Tara - 10 15,42 0,29 0,09 15,21 15,63 14,96 15,76
100%
E. E. Tara - 10 15,09 0,39 0,12 14,81 15,37 14,38 15,58
75%
E. E. Tara - 10 13,47 0,38 0,12 13,20 13,74 12,96 14,09

50%

Tabla 2. Elaboracién propia

Interpretacion:

Se muestra en la tabla 2, los valores medio de halos de inhibicion obtenidos sobre
cultivos en placa de Staphylococcus aureus, donde se obtuvieron halos de
13,47+0,38mm para el extracto etandlico de tara al 50%, de 15,09+0,39mm para el
extracto etandlico de tara al 75% y de 15,42+0,29mm para el extracto etandlico de las
semillas de tara al 100%, asi mismo se muestra la estadistica descriptiva de cada grupo

de datos.

Tabla 3. Andlisis estadistico de los halos de inhibicion de los grupos control

Diametro del halo de inhibicion

95% Intervalo de
confianza para la

media
Desviaciéon Error Limite Limite
N Media estdndar estandar Superior Inferior Minimo Maximo
Control negativo 10 6,23 0,27 0,09 6,03 6,43 5,94 6,69
(etanol)
Control Positivo 10 25,75 0,46 0,15 25,42 26,08 25,06 26,42

(ciprofloxacino)

Tabla 3. Elaboracion propia

Interpretacion:

En la tabla 3, encontramos los valores promedio de 10 mediciones correspondientes
a los tamafos de los halos de inhibicion con respectos a los grupos control,
correspondiendo al ciprofloxacino un halo de inhibicién de 25,75+0,46mm; asi mismo,
se observa el valor promedio del control negativo que fue de 6,23+0,27mm ademas de

sus parametros estadisticos de desviacion estandar, limites superior e inferior, etc.
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Figura 1. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de las semillas de Caesalpinia
spinosa “Tara” al 50%, 75%, 100%, ciprofloxacino y etanol frente a Staphylococcus
aureus.
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Figura 1. Elaboracién propia

Del mismo modo, en la figura 1, se muestra de manera comparativa los promedios de
los halos de inhibicion obtenidos por cada grupo, tanto experimental como control; se
observa una tendencia creciente en relacion al efecto antibacteriano y la concentracion
del extracto etandlico de las semillas de tara, los valores de los extractos superiores al
grupo control negativo (6,23mm) demuestran el efecto antibacteriano; asi mismo, el
grupo control positivo representado por el ciprofloxacino muestra un halo de inhibicién
superior a todos los demas grupos con 25,75 mm.

Analisis:

De los resultados encontrados en las tablas 2 y 3; asi como, la figura 1 se observa que
existe efecto antibacteriano frente a frente a Staphylococcus aureus por parte del
extracto etandlico de las semillas de Caesalpinia spinosa “Tara” al 100%, 75% y 50% al
comparar los tamafios de los halos de inhibicion formados con el grupo control
negativo.

Conclusion:

Rechazar la HO y aceptar la H1, que establece que el extracto etandlico de la semilla
de Caesalpinia spinosa (Tara) al 100%, 75% Y 50% presenta efecto inhibitorio in vitro

sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Tabla 4. Analisis de la normalidad de los grupos de datos

Shapiro-Wilk
Grupos de trabajo Estadistico df  Sig.
Diametro del E. E. Tara - 100% 0,926 10 0,410
halo de E. E. Tara - 75% 0,952 10 0,696
inhibicién (mm) E. E. Tara - 50% 0,910 10 0,281
Control negativo (etanol) 0,892 10 0,179
Control Positivo 0,957 10 0,749

(ciprofloxacino)
Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

Se muestra el andlisis realizado mediante el software estadistico SPSS ver. 26 para
la determinacion de la distribuciéon normal de cada grupo de datos trabajados, de las
dos pruebas aplicadas se observa que todos los grupos cumplen con una distribucion
normal luego de comparar sus valores de significancia con el valor alfa de significancia
del estudio (0,05).

Tabla 5. Analisis de la homogeneidad de varianzas (Levene)
Estadistico p-
de Levene dfl df2 valor

Basado en la media 0,661 4 45 0,622
Diametro del Basado en la mediana 0,522 4 45 0,720
halo de Basado en la mediana con ajuste 0,522 435,271 0,720
inhibicién de df

Basado en la media recortada 0,648 4 45 0,631

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

Mediante la prueba de Levene o de homogeneidad de varianzas mostrada en la tabla
Nro. 05 se determiné mediante el analisis realizado que el p-valor obtenido en la tabla
basado en la media supera al valor de significancia del estudio (0.05) lo que demuestra

gue los grupos analizados presentan varianzas homogéneas.
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CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS:
Ho: El extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia spinosa no presenta mayor efecto

inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 que el ciprofloxacino.

Hi: El extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia spinosa presenta mayor efecto

inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 que el ciprofloxacino.

Tabla 6. Andlisis de los valores promedio de los grupos mediante la prueba de
ANOVA

Diametro del halo de inhibicién

Suma de cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 1948,440 4 487,1103640,003 0,000
Dentro de los grupos 6,022 45 0,134
Total 1954,462 49

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

En la tabla 6, mediante la prueba de ANOVA se observo diferencias estadisticamente
significativas con respecto al tamafio del halo inhibicion promedio de los grupos
analizados, mediante la comparaciéon del p-valor (0,00) inferior al valor alfa de 0,05
aceptando la hipotesis alterna, lo que demuestra que los grupos analizados presentan

diferentes halos de inhibicion.

Tabla 7. Analisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

Diametro de inhibicion

HSD Tukey?

Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05 ‘
1 2 3 4

Control negativo (etanol) 10 6,23

E. E. Tara - 50% 10 13,474

E. E. Tara - 75% 10 15,09

E. E. Tara - 100% 10 15,41

Control Positivo (ciprofloxacino) 10 25,75

Sig. 1,000 1,000 | 0,280 | 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 10,000.
Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

La prueba por sub-grupos homogéneos de Tukey mostrada en la tabla 7, permite

realizar una comparacion del efecto antibacteriano, mediante el andlisis de los halos
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de inhibicion promedio formados por cada grupo, en esta prueba se puede comparar
los valores representados en columnas, correspondiendo el mayor efecto
antibacteriano a la columna de mayor valor, siendo el efecto antibacteriano del

ciprofloxacino mayor al de los extractos etandlicos de tara.

Andlisis:

La evaluacion de los resultados encontrados con respecto al tamafio de los halos de
inhibicidon formados por los extractos etandlicos de la semilla de Caesalpinia spinosa a
las concentraciones de 100%, 75% y 50% presentan menor efecto inhibitorio que el

ciprofloxacino.

Conclusion:
Se rechaza la hip6tesis Hiy se acepta la Ho que confirma que el extracto etanélico de
la semilla de Caesalpinia spinosa no presenta mayor efecto inhibitorio in vitro sobre

Staphylococcus aureus ATCC 25923 que el ciprofloxacino.

Tabla 8. Evaluacién de la sensibilidad antibacteriana mediante la escala de

Duraffourd
_ Sensibilidad Sensible Muy_ Altarr_]ente
Tratamiento nula g8_14mm Sensible  sensible
<8 mm 14-20mm >20 mm
Control negativo (etanol) 6,23
E. E. Tara - 50% 13,47
E. E. Tara - 75% 15,09
E. E. Tara - 100% 15,41
Control Positivo 25,75

(ciprofloxacino)
Tabla 9. Elaboracion propia

Interpretacion:

En la tabla 8, se representan los halos promedios obtenidos por los grupos de
tratamiento y control mediante la escala de Duraffourd, donde se puede apreciar que
Staphylococcus aureus presenta Sensibilidad Nula al grupo control negativo, es
sensible al extracto etandlico de tara al 50%, es Muy sensible al extracto al 75% y

100%; y es altamente sensible al control positivo (ciprofloxacino).
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IV. DISCUSION

4.1. Discusién de Resultados

El efecto inhibitorio in vitro se ha estudiado en diferentes investigaciones
realizadas en plantas medicinales con el objetivo de determinar la accion
de estas sobre diferentes bacterias u hongos, debido a la amenaza que
estos representan en la salud de la poblacion, en tal sentido, en el presente
trabajo de investigacion muestra los resultados obtenidos del estudio in
vitro relacionado con el extracto etandlico de las semillas de tara

(Caesalpinia spinosa) frente a Staphylococcus aureus.

Los metabolitos secundarios de Caesalpinia spinosa “Tara” presentan
diferentes propiedades entre ellas la antimicrobiana como las diferentes
referencias de estudios, en el estudio fitoquimico realizado al extracto
etandlico de las semillas de tara (Caesalpinia spinosa) se encontro la
presencia de ciertos metabolitos como flavonoides, taninos, alcaloides con

potencial actividad antimicrobiana.

Con respecto al efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de la semilla
de Caesalpinia spinosa (Tara) al 50% sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923 se obtuvieron halos de 13,47+0,38mm, de 15,09+0,39mm para el
extracto etandlico de tara al 75% y de 15,42+0,29mm para el extracto

etandlico de tara al 100%.

El estudio realizado por Delgado E. et al (2021) demostré “el efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Caesalpina spinosa (tara)
frente a Streptococcus mutans”, obteniendo por el método de difusion en
pozo halos de inhibicién para la concentracion del 50% de 23.97mm, al 75%
un halo de 24.74mm y al 100% un halo de 26.2mm, los resultados
encontrados en este estudio son mayores a los encontrados frente a
Staphylococcus aureus, a las mismas concentraciones de trabajo, lo que
supone una mayor actividad del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa
(tara) frente a Streptococcus mutans, asi mismo, se remarca la diferencia
que los extractos obtenidos fueron realizados de distintas partes de la
planta (semillas y hojas), o que puede influir en la concentracién de los

metabolitos encontrados y su influencia en la actividad antibacteriana que
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presentan.

Un estudio similar fue el realizado por Cano D. et al (2017), donde trabajo
con la infusion y el aceite esencial de Caesalpinia spinosa (tara) a las
concentraciones 50%, 75% y 100% obteniendo halos de 14.20mm,
16.57mm y 17.11mm para la infusion de tara y con halo promedio de
18.09mm para el aceite esencial, lo que demuestra que la parte de la planta

y el tipo de extraccion modifica la actividad antimicrobiana de la tara.

También la actividad de esta planta fue demostrada frente a otros
microorganismos como Enterococcus Faecalis, o que fue demostrado por
Bornaz V. y Bornaz J. (2018), mediante el método de difusion en disco,
incluso demostrando mayor actividad frente al hipoclorito de sodio
comparado como grupo control, lo que fue demostrado de igual manera con
concentraciones de extracto etandlico de tara al 100% frente a hipoclorito
de sodio al 5,25% por Haro A. (2016).

Por otro lado, la actividad antifungica también fue demostrada por Leon M.
et al (2021) mediante su investigacion logré demostrar que los compuestos
fendlicos obtenidos del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa inhibieron
el crecimiento de F. graminearum en un 30 a 70%, presentando actividad

antifungica contra este hongo.

Como se puede observar la presente investigacion complementa los
estudios de otros investigadores ya que no existen antecedentes de la
accion antibacteriana sobre la bacteriana en estudio, asi mismos, todos los
estudios confirman el gran potencial antimicrobiano que presenta la tara en
todas las partes de la planta y mediante diferentes formas de extraccion de

sus metabolitos lo que abre las puertas a nuevos estudios.

Por otro lado, el efecto antibacteriano de la tara fue comparado con un
antibiotico del mercado, al demostrar el efecto inhibitorio in vitro del extracto
etandlico de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) con Ciprofloxacino
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, mediante las pruebas
estadisticas de contrastacion como ANOVA y Tukey se logro determinar que
existe evidencia estadisticamente significativa de la presencia de efecto

inhibitorio del extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara)
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sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, pero con menor poder

antibacteriano que el ciprofloxacino.

Asi mismo, se evalud la sensibilidad antibacteriana de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 mediante la escala de valoracion de Duraffourd
mostrando que esta bacteria presenta sensibilidad nula al etanol (control
negativo), es sensible al extracto etandlico de la semilla de tara a la
concentracion del 50%, es muy sensible a los extractos a las
concentraciones de 75% y 100% y es altamente sensible al ciprofloxacino.

4.2. Conclusiones

Se identifico en el extracto etandlico de las semillas de Caesalpinia spinosa
“Tara” los metabolitos secundarios siguientes flavonoides, taninos y

alcaloides.

El extracto etanodlico de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) al 100%
presentd efecto inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923 con formacién de halo de inhibicion de 15,42+0,29mm.

El extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) al 75%
presenté efecto inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923 con formacién de halo de inhibicion de 15,09+0,39mm.

El extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) al 50%
presenté efecto inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923 con formacién de halo de inhibicion de 13,47+0,38mm.

El efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia
spinosa (Tara sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 resultdé ser menor

gue el del Ciprofloxacino.
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4.3. Recomendaciones

Evaluar por separado los metabolitos encontrados en los extractos y aceite
de tara para determinar cual de estos presenta mayor efecto inhibitorio

sobre Staphylococcus aureus.

Realizar estudios de diferentes partes de la planta y evaluar su accién frente

a diferentes microorganismos.

Promover los estudios experimentales en animales sobre plantas
medicinales para demostrar sus efectos in vivo, asi mismo, evaluar la

toxicidad de estas.

Respaldar las investigaciones a nivel de las universidades, mediante el
apoyo econémico, con el objetivo de motivar los estudios experimentales in

vitro e in vivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Instrumento de recoleccién de datos

EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA
SEMILLA DE Caesalpinia spinosa (TARA) SOBRE Staphylococcus aureus ATCC

25923.
GRUPOS GRUPOS CONTROL
EXPERIMENTALES
NuUmero de Control Control
placas 100% 75% 50% Negativo positivo
(etanol) Ciprofloxacino
Placa N°01 15,75 15,58 13,75 6,69 25,86
Placa N°02 15,76 14,65 13,01 6,60 25,76
Placa N°03 15,37 15,55 13,49 5,97 26,37
Placa N°04 14,96 15,18 13,08 5,94 25,06
Placa N°05 15,29 15,23 13,39 5,98 25,59
Placa N°06 15,56 14,70 13,88 6,36 25,41
Placa N°07 15,10 15,12 13,57 6,22 25,77
Placa N°08 15,15 15,25 14,09 6,39 26,11
Placa N°09 15,73 14,38 12,96 6,19 25,17
Placa N°10 15,51 15,26 13,52 5,96 26,42
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Anexo 2. Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢,Cual sera el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa
(TARA) sobre Staphylococcus aureus ATCC
259237

demostrar el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etanélico de la semilla de
Caesalpinia spinosa (Tara) sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923

El extracto etandlico de la semilla de
Caesalpinia spinosa (Tara) presenta efecto
inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipodtesis Especificas

¢ Cuales seran los metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico de las
semillas de Caesalpinia spinosa “Tara”?

Identificar los metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico de las
semillas de Caesalpinia spinosa “Tara

El extracto etandlico de las semillas de
Caesalpinia spinosa “Tara” presenta
metabolitos secundarios

¢, Cual sera el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etanolico de la semilla de Caesalpinia
spinosa (TARA) al 100% sobre
Staphylococcus aureus ATCC 259237

Determinar el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia
spinosa (Tara) al 100% sobre Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

El extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia
spinosa (Tara) al 100% presenta efecto
inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

¢, Cual sera el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etanolico de la semilla de Caesalpinia
spinosa (TARA) al 75% sobre Staphylococcus
aureus ATCC 259237

Determinar el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia
spinosa (Tara) al 75% sobre Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

El extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia
spinosa (Tara) al 75% presenta efecto inhibitorio
in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923.

¢;Cual sera el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia
spinosa (TARA) al 50% sobre Staphylococcus
aureus ATCC 259237

Determinar el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etanélico de la semilla de
Caesalpinia spinosa (Tara) al 50% sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

El extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia
spinosa (Tara) al 50% presenta efecto inhibitorio
in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923.

¢;Cual sera el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia
spinosa (TARA) comparada con
ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus
ATCC 259237

Comparar el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia
spinosa (Tara) con Ciprofloxacino sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

El extracto etandlico de la semilla de Caesalpinia
spinosa presenta mayor efecto inhibitorio in vitro
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 que
la Ciprofloxacino.




Anexo 3. Operacionalizacion de las variables

DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES | INDICADORES | ESCALA DE R
VARIABLES CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION il'\lI'EII\D/IES VALOR
Extracto Sustancia pastosa | Maceracion en
etandlico de| que contiene los| etanol de 96° del
Caesalpinia metabolitos pulverizado de las 100
spinosa (Tara). secundarios de | semillas de _ _
Caesalpinia  spinosa | Caesalpinia spinosa | Concentracion Porcentaje Razén 3 75
(Tara). (Tara) por un tiempo 50
determinado.
Efecto inhibitorio | Disminucién en el Medida del
in  vitro  sobre | crecimiento didmetro del halo
Staphylococcus bacteriano de de inhibicién. <8mm ()
aureus. Staphylococcus 8mm-14mm (+)
aureus. Halo de Diametro Razén 4 > 14 mm-20mm
inhibiciéon (++)

> 20mm : (+++)




Anexo 4. Certificado de identificacién botanica

Hamilton W. Beltran 5.
Consultor Botanico
Calle Matalic Sanchez 251- Jesds Maria
hamiltonbeftrani@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado, cerifica gue la planta conocida como “Tara” proporcionada por
loz Bachillerez, WETH OFELIA MAUCA GAMONAL v MIRIAM ELDA TORRES
ZARATE, Tesistas de la Universidad Maria Awxiliadora, ha sido estudiada
cientificamente v determinada como "Caesalpinia spinosa” y de acuerdo al Sistema

de Clasificacion de Cronguist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reino:

Division:

Clazse:
Crden:
Familia:

Genero:

Especie:

Flanta=
Magnaoliophyta
Magnoliopsida
Fabales
Fabaceae
Caasalping

Caosalpinia Spinosa

Se expide la presente cerfificacion a solicitud de los interesados para los fines gue

estime conveniente.

Lima, 01 de agosto del 2022

Bijo. Hamilton Beltran
v Wiy Beliom Sawigpe
Funlpa - Boidaica -

P RE T



Anexo 5. Certificado de la cepa microbioldgica

&) Microbiologics®

Cearificate of Analysis: Lyophiized Maoorgansm Spedfication and Periomarnce Lipon Rslsass

Spocificaticns Expération Daia: H123E/31 Releasa
Microorganism Mama: Staphynoocius aoreus subsp e Infoemmation:
Catalog Mumbsse: 0360 Cusadicy Controd Technologist: Keshia L Negom
Lot Wurmdser: 3E0-407"" Rokasa Dabe: 2021001
Rafsrance Mumbss: ATOCOE 2593 ™-
Purity: Pume
Passage from Refaronce: 3
Parformanca
Macrascapo Fuatunas: Meddkim:

Medum to large, come, entine edge, both while and pale while colonies, SBAP smooth,
opadque, beta hamaolyso

Microsoopic Feahsas: Method:
G (pocs Ry CDOC] DOCLETING Singly. in paks and i imegular chusiers Gram Stain (1)
I Sysiemc MAL-TOF (1] DOtheir Faabures! Challenges : Rasulls

{1] Catalage (3% Hydrogen Peemdde|: positrs

{1] Conguiass {rabbi plasma - hiba) posiiaee

1] Befa Lactamase {Celinass Dk} negalve

{11 Arngicilin {10 g - Oisk Bescepibdity- IT - 35 mm
{ 1] Permeciliin | #0 unils - Dk SuscopStidfyt 26 - 37 mm
{ 1) Omacilin {1 mog - Disk Susoepiibiliy)- 15 - 24 mm

« *.J;ﬂ"—m ke e

Arranda Hupsenes
Cluaity Comtrol Maragor
AUTHORIZE D SIGMATURE

S attackaid 10 Syates resuls dooument

"Dimcimerser The: i dighfej o B ko e g = fa 5 ] g = mwsly & phapng sl wenber. The ol ook decbswd o de
oarificms m e aoonl tans ol e

Hain for WimkiE: Aihoegh i Ve pared use FEry coOrvEDonSE b, W uRges arviroeTeE of the s, comained wish Hhe hor icuorien persrd. may
Eiece ressks thsl differ from potiishesd sl obisd red by ciker mechod

! Eafer iz the erelcassd prodiuc ineed for irrinactions, misroesd uss snd hacer@esfeny nfomeon

indiriSusl prod st e racest (o 8 recogrises] colkum colecion.

PR LE ST AL PR .

CRET FEALER
. i "] Tha ATCE Lowswsd Darirasve Enbdare, e ATCC Lcaresd Dardoites s ok and e ATCC caenlog mrks ses sderaris of £TCC
ATCLCE . L, b m wrad o i e s rad e s snd o sl procucis Seesed bam ATO0E cafrm
! sl '.

TESTING -
¥ SRR m O i Themsm imecs as oo e o S0A0C 170022000

= 2012 MWorobeniogics, nc. Al Rights Resenad 200 Cooper Avonus Morth Saint Coud, BN 56303 Page 1 of 1 DOC 286



Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results -%"
Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.k - 300 ) Uy
1.7~ 1.9 I Laow-confdence wlenrficaimm (+} viellow

Hnmﬂnﬁ-ﬁ'fﬁqﬁiﬁtanny Categories (A - C)

g e

Category Interpretation

High consistemcy: The best maich is a high-confidence identificanon. The sscond-best match i (1) a
{A) lagh-confkdence wlennficatson in which the specees b5 idewtical to the best meaiche (27 a w-confidence
identification m which the species or genns 15 1dentical fo the best matel. or (31 a non-identification

Low consistencys The requiremenis for high consistency are not med. The best match 15 o lugh- or k-
1B} confidence wlentificatnon Tle second-best match s (1) a high- o bow-coufidence identificatien in
which the genns 5 adentical fo the best msatch o (23 8 pon-rlentificaten

{C} Mo consistency: The requoements for lugh or low consestency are pol me
Sample Mame: Staphyloooocus aurews ubsp. aurews
Sample Descnpbon: (i i
Sample I0- MD-anr

Sampie Creation DaleTime:  2018-08-05T 12:23:16.417 MLB
Applisd MESP Library|ies): BOAL. Mycobacieria Library (bead method), Filamentows Fungi Library 1.0, Lisleria

Samplo KName Sample ID Orgamism (best match) Ecore Value
E12
[} (A S50=407 ‘Eaphyoooccus aureus
Comments:

i




Anexo 6. Evidencias fotograficas del estudio

Figura 1. Recoleccion del fruto de la Tara

e g T

Tesis - Taya Caesalpinia Spinosa
08:24 20,05.2022 08:23

6.53535'S 78.88364° 0 (£4m) .  § 6.53533"S 78.88366°0 (+4m)

Altitud: 2227m g ™ Altitud: 2226m

CA-886 / Bafios Termales, 06610 CA-886 / Baos Termales, 06610




Figura 3. Secado y seleccion de latara




Figura: 5. Secado en estufa de las semillas




Figura 6. Pulverizado y tamizado de las semillas de tara




Figura 7. Maceracion de las semillas de Tara




Figura 9. Preparacion del extracto
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Figura 10. Reactivaciéon de Staphylococcus aureus




Figura 11. Preparacion del cultivo bacteriano




Figura 12. Preparacion de los pozos y aplicacién del extracto en placa




Figura: 13.Incubacion de placas y lectura de halos de inhibicién




